Streszczenie

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej bylo opracowanie i optymalizacja
metodyki dla obrazowania spektroskopowego w podczerwieni (IR), pod katem osiggnigcia
maksymalnej jakosci danych oraz tworzenia modeli klasyfikacji histopatologicznej raka
trzustki. Ponadto, podmiotem prowadzonych prac bylo rozwinigcie technik wyznaczania
orientacji makromolekut, co zwigzane jest z hipotezg moéwigca o dostarczaniu przez nie
dodatkowych informacji o chorobie oraz usprawnianiu modeli klasyfikacyjnych. Oba
zagadnienia uwzgledniajg wykorzystanie spektroskopii w podczerwieni, zapewniajgcej 0grom
informacji na temat sktadu biochemicznego badanej probki. Co kluczowe, realizacja opisanych
powyzej aspektéw jest wsparta przez doglebnie zoptymalizowane procedury wstepnego
przetwarzania danych, ze skupieniem na metodach odszumiania oraz korekty linii bazowej.

W zwigzku z nakre§lonymi powyzej celami, w pracy pt. ,,Obrazowanie w podczerwieni
w klasyfikacji histopatologicznej i orientacji makromolekut, wsparte zoptymalizowanymi
metodami wstepnego przetwarzania danych” mozna wyodrgbni¢ cztery obszary tematyczne
ztozone ze zbiorow publikacji. Pierwszy zwigzany jest z szeroko pojetymi optymalizacjami
technik odszumiania widm oraz obrazéw spektroskopowych, pod katem podniesienia jakosci
sygnatu oraz poprawy czutosci klasyfikacji histopatologicznej. Kolejnym obszarem jest sama
klasyfikacja histopatologiczna oraz jej skutecznos¢ w diagnostyce nowotworow trzustki w
oparciu o obrazowanie IR. Trzeci obszar badan to wyznaczanie orientacji makromolekut,
W plaszczyznie (2D) oraz przestrzeni (3D), wykorzystujace spolaryzowang spektroskopig
W podczerwieni, a docelowym zastosowaniem obu metod jest okreslanie orientacji widkien
kolagenowych. Finalnym tematem jest implementacja metody korekty linii bazowej typu
EMSC (ang. Extended Multiplicative Signal Correction) skierowanej do probek
0 cylindrycznym ksztalcie (np. witdkien), wywotujacych silne rozpraszanie typu Mie.

W czgsci teoretycznej pracy pokryte zostaly podstawy fizyczne zagadnien zwigzanych
z badaniami opisanymi w publikacjach wchodzacych w sktad rozprawy. Rozdziat rozpoczgto
od opisu spektroskopii IR, skupiajagc si¢ na podstawach spektroskopii oscylacyjnej oraz
kwestiach zwigzanych z analizg ilo§ciowa. Scharakteryzowany zostat uktad do transmisyjnej
Spektroskopii Fourierowskiej w podczerwieni (FT-IR) z uwzglednieniem uktadu optycznego
I aspektow uzyskiwania obrazu. Przyblizono tez dwie dodatkowe metody spektroskopii IR,
ktore byly wykorzystane w badaniach — mikroskopie QCL (ang. Quantum Cascade Laser) oraz
O-PTIR (ang. Optical-PhotoTermal Infrared). W dalszej czg¢sci uwaga skupiona zostata na
konkretnych metodach wstepnego przetwarzania danych. W grupie technik odszumiania
spektralnego 1 przestrzennego znalazty si¢ proste filtry ($redniej, medianowy, itp.),
czestotliwosciowy filtr dolnoprzepustowy, filtr Savitzky’ego-Golay’a, Falki, Analiza
Glownych Sktadowych (PCA) oraz metoda Najmniejszej Frakcji Szumu (MNF). Nastepnie
poruszono aspekty korekty linii bazowej, powstajacej w wyniku efektow rozpraszania
dominujgcych w transmisyjnym trybie pomiarowym. Giowna uwaga zostata skupiona na
algorytmach typu EMSC, wykorzystujacych zarowno pelng teori¢ rozpraszania typu Mie, jak
I uproszczenie van de Hulsta. Szczegdtowo opisany zostat algorytm EMSC stuzacy do korekty
rozpraszania przez probki o cylindrycznym ksztalcie. Trzeci podrozdzial wstgpu teoretycznego
opisuje wykorzystanie spolaryzowanej spektroskopii IR do wyznaczania orientacji dipolowych



momentow przejscia. Opisano metode 2D, dajaca informacje ograniczong do kierunku rzutu
momentu dipolowego na ptaszczyzng, oraz metode 3D, jednocze$nie wykorzystujaca dwa
momenty dipolowe i zapewniajaca informacj¢ przestrzenng o ich orientacji. Poprzez analizg
kierunkéw oscylacji atomow, orientacja momentow dipolowych jest przenoszona na orientacj¢
tanhcuchow w makromolekutach. Rozdziat sfinalizowano opisem metody klasyfikacji Las
Losowy (ang. Random Forest), wykorzystanej w badaniach nad modelem histopatologicznym
nowotworow trzustki.

Kluczowym dla niniejszej rozprawy fragmentem jest rozdziat przedrukow. Grupuje on
publikacje, bedace podstawa pracy, w cztery wspominane wyzej watki tematyczne. Kazdy
z tematow posiada krotki opis kontekstu oraz motywacji do przeprowadzonych badan, jak
rowniez kluczowe rezultaty i ptynace z nich konsekwencje. Pierwszy i najwickszy zbior
publikacji dotyczyl wplywu odszumiania na dane spektroskopowe oraz na skutecznos¢
klasyfikacji histopatologicznej. Doglebnie zoptymalizowano szereg metod spektralnego
I przestrzennego odszumiania w szerokim zakresie ich parametréw. W przypadku zastosowania
skierowanego na poprawe jakos$ci sygnatu zastosowano symulowane zestawy danych o r6znym
poziomie szumu oraz rozdzielczo$ci przestrzennej. Umozliwito to oszacowanie skutecznosci
metod, zaréwno pod katem poprawy stosunku sygnatu do szumu (SNR), jak
i zminimalizowania zaburzen sygnatu wprowadzanych przez odszumianie. Uzyskane wyniki
wskazaly na ogromng skuteczno$§¢ metod MNF i PCA, uwidaczniajagc mozliwo$¢ redukcji
czasu pomiarowego do minimum (np. do 4 skanow). Ponadto, skrypty do generacji danych
symulowanych, wraz z samymi danymi, zostaty udostepnione na zasadach otwartego dostgpu.
Odszumianie zostalo réwniez zoptymalizowane pod katem poprawienia skutecznosci
klasyfikacji z wykorzystaniem Laséw Losowych. Pokazano, Zze po zastosowaniu metody PCA
lub MNF do danych FT-IR, czuto$¢ klasyfikacji na poziomie piksela wzrasta o nawet 43-44%.
W przypadku klasyfikacji opartej o dane pochodzace z mikroskopii QCL, zastosowanie MNF
wskazato mozliwos¢ redukcji informacji spektralnej do zaledwie 20 zmiennych (pasm).
Przytoczone optymalizacje odszumiania mialy kluczowy wptyw na opisang dalej klasyfikacje.

W ramach tematyki zwigzanej z klasytikacjg histopatologiczng trzustki, celem badan
byto stworzenie modeli umozliwiajacych detekcje nowotworow w oparciu o spektroskopi¢ FT-
IR oraz metody uczenia maszynowego (Lasu Losowego). W tym celu zebrano dane dla ponad
600 biopsji trzustki, pochodzacych od okoto 250 pacjentdow, wykorzystujac zar6wno
standardowy (15x) jak i wysokorozdzielczy obiektyw (36x), zapewniajacy bardziej
szczegotowa informacje przestrzenng. Finalnie stworzone zostaly modele wyrdzniajace po
6 klas, co umozliwia detekcje nowotworu lub zapalenia ze skuteczno$cig na poziomie 95%.
Dodatkowo, zaprezentowano mozliwos$¢ detekcji marginesu chirurgicznego uwidaczniajgcego
wyrazng granic¢ pomi¢dzy zdrowa, a nowotworowg tkanka.

Teorie na temat wptywu tkanki wtoknistej, bedacej mikrootoczeniem nowotwordéw, na
przebieg choroby oraz skutecznosci leczenia byly motywacja do rozwoju metod wyznaczania
orientacji makromolekul, w oparciu o spolaryzowang spektroskopi¢ FT-IR. Przedstawiono
rezultaty zastosowania metody 2D do tkanek bogatych we widkna kolagenowe, a otrzymane
wyniki wyraznie wskazaty kierunki orientacji molekut. Co wigcej, funkcja Hermansa
wyeksponowata wysoko i nisko ustrukturyzowane obszary, odpowiednio dla tkanki widknistej
oraz komorek nabtonkowych. Bylo to pierwsze zastosowanie tej metody do tak
skomplikowanego uktadu jak tkanka. W dalszym kroku zaprezentowano pierwszg



implementacje¢ do danych eksperymentalnych, teoretycznej metody wyznaczania orientacji 3D.
Wykorzystano w tym celu dobrze opisany w literaturze uktad polimeru polikaprolaktonu
w krystalicznej formie sferulitu. Metod¢ zaaplikowano rowniez do danych O-PTIR,
umozliwiajacych pomiary z submikronowa rozdzielczoscia. Wyznaczona orientacja
makromolekut byta zgodna z przewidywaniami teoretycznymi, tworzac wspotsrodkowe okregi
wokot centrum nukleacji, co przyblizylo potencjal tej metody w nietomograficznym
i niedestruktywnym wyznaczaniu orientacji 3D.

Tkanka wtoknista analizowana w ramach badan nad orientacjg ujawnita wysokie
tendencje do rozpraszania $wiatla, w znacznym stopniu zaburzajgce analizy. Dlatego czwartg
| ostatnig poruszong w rozprawie tematykg jest korekta rozpraszania. Przedstawiono
implementacje algorytmu EMSC stuzacego do korekty rozpraszania typu Mie przez probki
0 cylindrycznym ksztatcie. Algorytm rozszerzono rowniez 0 przypadek liniowej polaryzacji
Swiatla, aby jak najlepiej dopasowac go do zastosowan zwigzanych z wyznaczaniem orientacji.
W  celu przyspieszenia obliczen wykorzystano procesory graficzne, a stworzona
w oprogramowaniu MATLAB biblioteka zostata udostgpniona na zasadach otwartego dostepu.
Wi1ékno polimeru o silnych wlasciwo$ciach rozpraszajacych zostato wykorzystane do walidacji
nowego algorytmu, ktory okazat si¢ skuteczniejszy od metody referencyjnej.



